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5. บทคัดย่อ     

สาหร่ายขนาดเล็กสามารถเจริญเติบโตได้โดยการสังเคราะห์แสงคล้ายเช่นเดียวกับพืชทั่วไป                 
มีโปรตีน แป้ง กรดไขมัน และแคโรทีนอยด์ ซึ่งจัดเป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ส าคัญเป็นองค์ประกอบ
อยู่ภายในเซลล์ สารสีหรือแคโรทีนอยด์ เช่น เบต้าแคโรทีน ลิวทีน แอสต้าแซนทิน หรือแคนต้าแซนทิน             
มีความส าคัญในอุตสาหกรรมอาหารและเวชส าอาง สามารถน ามาใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตอาหารเสริม
เพ่ือสุขภาพและสารต้านอนุมูลอิสระได้ งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาการผลิตแคโรทีนอยด์จาก
สาหร่ายขนาดเล็กเพ่ือเป็นวัตถุดิบในการผลิตสารต้านอนุมูลอิสระ โดยท าการเก็บตัวอย่างสาหร่ายขนาด
เล็กจากแหล่งน้ าธรรมชาติโดยใช้ตาข่ายแพลงก์ตอนที่มีขนาดตา 20 ไมโครเมตร แล้วน ามาคัดแยก
สาหร่ายโดยใช้ไมโครปิเปตภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เพ่ือให้ได้เป็นสายพันธุ์บริสุทธิ์สาหร่ายไอโซเลท               
SK-QSGMF6 เป็นสาหร่ายที่คัดแยกได้จากแหล่งน้ าในพ้ืนที่ป่าชายเลน สวนสมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติ์ฯ           
จ. สมุทรสงคราม ซึ่งผลจากการท า Sequencing พบว่าเป็นสาหร่ายสายพันธุ์ Coelastrella sp., และ
พบว่ามีโคโลนีเป็นสีส้มแดงในระหว่างการเพาะเลี้ยงในอาหารแข็ง จึงเลือกสายพันธุ์นี้มาเพาะเลี้ยงโดยใช้



สูตรอาหารมาตรฐาน 3 สูตร คือ BBM BG-11 และ Modified Chu-13 และเปรียบเทียบสภาวะการ
เพาะเลี้ยงโดยใช้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนต์และแสงแดดโดยให้อากาศอย่างต่อเนื่อง ผลการทดลอง
พบว่าในสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตแคโรทีนอยด์คือการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร  Modified Chu-13       
ที่ใช้แสงแดด โดยมีอัตราการเจริญเติบโตสูงที่สุดเท่ากับ 9.00 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็น
เวลา 15 วัน ได้ผลผลิตชีวมวลเท่ากับ 2.5 กรัมต่อลิตร หลังจากท าการเก็บเกี่ยวเซลล์ด้วยวิธีการ            
ตกตะกอนแล้วน าชีวมวลมาศึกษาการสกัดแคโรทีนอยด์ออกจากเซลล์สาหร่ายโดยใช้ไมโครเวฟร่วมด้วย 
พบว่าสภาวะในการสกัดที่เหมาะสมคือใช้ก าลังไฟฟ้า 50 วัตต์ และใช้เวลาสกัด 5 นาที ที่สามารถสกัดแค
โรทีนอยด์ทั้งหมดได้ 2.72 มิลลิกรัมต่อกรัมของน้ าหนักแห้ง เมื่อน าไปศึกษาชนิดของแคโรทีนอยด์ พบว่า
มีเบต้าแคโรทีนเป็นแคโรทีนอยด์หลักในปริมาณ 1.3 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง และมีค่าเปอร์เซ็นต์ 
การออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเท่ากับ 10.62 มิลลิกรัมเทียบเท่า Trolox ต่อ 100 กรัมชีวมวลสาหร่าย 
 
ค าหลัก: สาหร่ายขนาดเล็ก การเพาะเลี้ยงสาหร่าย แคโรทีนอยด์ เบต้าแคโรทีน 

Abstract 
Microalgae are a group of autotrophic organisms, mostly are photosynthetic as 

plants. It’s compost of a wide spectrum of carotenoids and a source of protein, lipid and 
bioactive compounds in their cells. Pigment or carotenoids such as beta-carotene, lutein, 
astaxanthin and canthaxanthin are important for food and nutraceutical industries. It can 
be used as raw material for food supplement and antioxidant production. This research 
work aims to collect microalgae from the samples of natural water basin and investigates 
of carotenoids production of microalgae as raw material for antioxidant production. 
Firstly, micro algal samples were collected from natural water basin using plankton net. 
Then, they were isolated by observation of their cells under microscopes.                 

The isolated of SK-QSGMF6 was collected from mangrove forest of Queen Sirikit 
Park in Samut songkhram province, Thailand. This isolate was identified as Coelastrella sp. 
by using ITS 18S rDNA sequence. However, only this strain showed an orange-red colony 
in its cell after culturing by agar media. Thus, this strain was selected to cultivate in BBM, 
BG-11 and Modified Chu 13 culture medium under indoor and outdoor cultivation with 
continues aeration.  

The results revealed that Modified Chu 13 medium under outdoor condition was 
suitable for carotenoids production. The algal reached a maximum growth of 9.00 x 106 
cell ml-1 with 15 days cultivation and the maximum biomass was 2.5 gL-1. After 
harvesting by precipitation technique, the algal biomass was extracted by Microwave 



Assisted Extraction (MAE) at the power of 50 Watt and 5 minutes of extraction time. 
Total carotenoid was 2.72 mg/g cell dry weight. The total carotenoid was characterized 
by using high-performance liquid chromatography (HPLC) and found that beta-carotene 
was the mainly carotenoids, 1.3 mg.g-1 dried weight. In addition, the aproximate of total 
antioxidant activity were obtained by DPPH-method found that 10.62 milligram 
equivalent Trolox per 100 gram of algal biomass.    
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6. ค าน า                                  

ในปัจจุบันความตื่นตัวของผู้บริโภคทั่วโลกต่อการใส่ใจดูแลสุขภาพมีแนวโน้มเพ่ิมมากขึ้น                 
ท าให้ทิศทางการวิจัยและพัฒนาอาหารในปัจจุบันมุ่งเป้าสู่การพัฒนานวัตกรรมอาหารเพ่ือสุขภาพ 
โดยเฉพาะในรูปของอาหารฟังก์ชั่น (Functional food) มีแนวโน้มสูงขึ้น เช่น ผลิตภัณฑ์อาหารเสริม
สุขภาพจากสารสกัดจากธรรมชาติ เช่น โอเมก้า-3 คอลลาเจน โคเอนไซม์คิวเท็น ลิวทีน เบต้าแคโรทีน 
หรือ แอสต้าแซนทีน เป็นต้น ซึ่งวัตถุดิบหรือสารส าคัญชนิดต่างๆ เหล่านี้ยังคงเป็นสินค้าน าเข้าและ          
มีราคาท่ีค่อนข้างสูง  

สาหร่ายขนาดเล็กเป็นพืชชั้นต่ าเซลล์เดียวที่มีคลอโรฟิลล์ สามารถเจริญเติบโตได้โดยการ
สังเคราะห์แสงเช่นเดียวกับพืชทั่วๆไป เจริญและพบตามแหล่งน้ าธรรมชาติ ทั้งแหล่งน้ าจืด , น้ ากร่อย 
และน้ าเค็ม ภายในเซลล์สาหร่ายมีโปรตีน คาร์โบไฮเดรต และไขมันเป็นองค์ประกอบส าคัญ ท าให้
ภายในเซลล์มีคุณค่าทางโภชนาการที่ส าคัญอย่างมาก เช่น มีโปรตีน เส้นใยอาหาร กรดไขมันไม่อ่ิมตัว 
วิตามิน เกลือแร่สูง นอกจากนี้ยังพบว่าสาหร่ายบางชนิดมีพอลีแซคคาไรด์ และสารพฤกษเคมี ในกลุ่ม
ของโพลีฟีนอล โทโคฟีรอล สารสี หรือ แคโรทีนอยด์ มีฤทธิ์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่มีประโยชน์            
ต่อสุขภาพทั้งในด้านการกระตุ้นการสร้างภูมิคุ้มกันเพ่ือป้องกันการเกิดโรคต่างๆ ตลอดจนป้องกันการ
เสื่อมสลายของผนังเซลล์ในร่างกายอีกด้วย ดังนั้นโครงการวิจัยนี้มุ่งหวังที่จะศึกษาศักยภาพของพืช
ทางเลือกใหม่คือสาหร่ายขนาดเล็กที่คัดแยกได้จากแหล่งน้ าธรรมชาติ มาศึกษาแนวทางในการ
พัฒนาการผลิตสารสกัดที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีมูลค่าสูง เพ่ือใช้เป็นวัตถุดิบในการน าไปผลิต                 
เป็นผลิตภัณฑ์อาหารเพ่ือสุขภาพหรือเวชส าอาง ลดการน าเข้าวัตถุดิบและผลักดันให้มีการผลิตวัตถุดิบ
หรือสารส าคัญต่างๆ ในเชิงพาณิชย์ได ้

ทบทวนวรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 



สาหร่ายขนาดเล็ก (Microalgae) เป็นสิ่งมีชีวิตชั้นต่ าที่มีคลอโรฟิลล์ที่มีลักลักษณะเซลล์
เดียวหรือกลุ่มโคโลนี สามารถสังเคราะห์แสงเช่นเดียวกับพืชทั่วไป มีอัตราการเจริญเติบโตอย่าง
รวดเร็วโดยสามารถเจริญได้ในทุกพ้ืนที่ไม่ว่าจะเป็นน้ าจืด น้ ากร่อย หรือน้ าเค็ม ภายในเซลล์ของ
สาหร่ายมีอาหารสะสมเป็นสารประกอบในรูปแบบต่างๆ มากมาย ได้แก่ โปรตีน คาร์โบไฮเดรตซึ่งจะ
อยู่ในรูปของโพลีแซคคาร์ไรด์ แป้ง ไขมันหรือน้ ามัน ในรูปของไตรกลีเซอไรด์ รวมทั้งสารสีหรือรงควัตถุ 
เป็นองค์ประกอบ เช่น คลอโรฟิลด์ แคโรทีนอยด์ และ ไฟโคบิลิน เป็นต้น 

แคโรทีนอยด์ (Carotenoid) เป็นรงควัตถุที่ร่างกายมนุษย์ไม่สามารถสร้างเองได้ จะได้รับ
สารชนิดนี้จากอาหารที่รับประทานเข้าไปเท่านั้น แคโรทีนอยด์มีฤทธิ์เป็นสารต้านอนุมูลอิระ เช่น 
ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน ลดอัตราการเกิดเซลล์มะเร็ง เพ่ิมระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย           
ช่วยลดความเสี่ยงในการเกิดโรคเรื้อรัง ต่าง ๆ เช่น โรคมะเร็งและโรคหัวใจได้ แคโรทีนอยด์แบ่ง
ออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มแคโรทีน (carotene) เป็นโมเลกุลที่ประกอบด้วยสายไฮโดรคาร์บอน ท าให้
เป็นสารไม่มีขั้วและละลายได้ในไขมัน  ได้แก่ เบตาแคโรทีน และ ไลโคพีน เป็นต้น  และ กลุ่มแซนโท
ฟิล (xanthophyll) มีอะตอมของออกซิเจนอยู่ในโมเลกุล จึงมีขั้วมากกว่า และละลายในไขมันได้น้อย
กว่าแคโรทีนอยด์กลุ่มแรก  ได้แก่ ลูทีน ซีแซนทิน และ แอสตาแซนทิน เป็นต้น จากคุณสมบัติในการ
เป็นสารต้านอนุมูลอิสระได้เป็นอย่างดีของรงควัตถุเหล่านี้ท าให้มีสามารถน าสาหร่ายขนาดเล็กมา
ประยุกต์ใช้ในวงการอุตสาหกรรมอาหารเพ่ือการผลิตเป็นผลิตภัณฑ์ชีวภาพที่มีมูลค่าสูงเพ่ือใช้ใน
ผลิตภัณฑ์อาหารเพื่อสุขภาพและเภสัชภัณฑ์ 

 ปัจจุบันเทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงสาหร่ายขนาดเล็กได้รับความสนใจจากนักวิจัยทั้งในและ
ต่างประเทศเป็นอย่างมาก การเพาะเลี้ยงสาหร่ายขนาดเล็กเพ่ือให้มีการผลิตสารส าคัญ สารสี               
แคโรทีนอยด์ กรดไขมัน พอลีแซคคาร์ไรด์ หรือพอลิเมอร์ชีวภาพ ในปริมาณที่สูงๆนั้น จะต้องท าการ
เพาะเลี้ยงในสภาวะชักน า (Stress condition) ซึ่งเป็นสภาวะที่ท าให้สาหร่ายเกิดการปรับตัวเพ่ือท าให้
สามารถด ารงชีวิตได้ภายใต้สภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมนั้นๆ โดยมีการสะสมสารส าคัญบางชนิดไว้ใน
เซลล์เพ่ิมขึ้น ปัจจัยส าคัญที่มีผลต่อการชักน า ได้แก่ อุณหภูมิ ระยะเวลาการให้แสง ความเข้มของแสง 
ความเป็นกรดด่างของสารอาหาร ปริมาณไนโตรเจนในสารอาหาร ตลอดจนระดับความเค็มในอาหารที่
ใช้ท าการเพาะเลี้ยง เป็นต้น นอกจากนั้นจะต้องมีการศึกษาวิจัยและพัฒนาการออกแบบสิ่งก่อสร้าง 
เครื่องมือและอุปกรณ์ที่จะใช้ในกระบวนการเพาะเลี้ยงสาหร่ายขนาดเล็ก เช่น การเตรียมหัวเชื้อ              
การเพาะเลี้ยง และวิธีการเก็บเกี่ยวที่เหมาะสมกับสายพันธุ์ของสาหร่ายขนาดเล็กที่คัดเลือก เพ่ือให้ได้
หลักการที่ถูกต้อง สามารถลดต้นทุนการผลิตได้ มีเทคโนโลยีในการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมในแต่ละ
สภาพพ้ืนที่และสิ่งแวดล้อมนั้นๆ มีเป็นเทคโนโลยีที่ง่ายและเหมาะสมกับเกษตรกรไทย ตลอดจนต้องมี
การพัฒนาสายพันธุ์สาหร่ายให้มีศักยภาพในการเจริญเติบโตที่ดี รวดเร็ว และมีการสะสมสารชนิด
ต่างๆที่ต้องการในระดับที่สูงขึ้นด้วย  

เทคโนโลยีการผลิตเป็นผลิตภัณฑ์อาหารเพื่อสุขภาพและเภสัชภัณฑ์จากสาหร่ายขนาดเล็ก  



จากโครงสร้างภายในเซลล์ของสาหร่ายที่ประกอบไปด้วยโปรตีน มีอาหารสะสมเป็น
สารประกอบพวกคาร์โบไฮเดรตในรูปของโพลีแซคคาร์ไรด์ หรือแป้ง (starch) ไขมันในรูปของ 
Triacylglycerides (TAGs) นอกจากนั้นยังมีรงควัตถุ (pigment) ชนิดต่างๆ ดังที่ได้กล่าวไปแล้วนั้น 
ท าให้มีการน าสาหร่ายขนาดเล็กมาประยุกต์ใช้ในวงการอุตสาหกรรมอาหารเพื่อการผลิตเป็นผลิตภัณฑ์
ชีวภาพที่มีมูลค่าสูงเพ่ือใช้ในผลิตภัณฑ์อาหารเพ่ือสุขภาพและเภสัชภัณฑ์ในเชิงพาณิชย์อย่าง
แพร่หลายในทางการค้า เช่น การเพาะเลี้ยงสาหร่าย  Haematococcus pluvialis เพ่ือผลิต              
แอสตาแซนทิน การเพาะเลี้ยงสาหร่าย Dunaliella เพ่ือผลิตเบต้า-แคโรทีน หรือสามารถผลิตเป็น
ผลิตภัณฑ์เสริมอาหารที่มีโปรตีน กรดไขมันไม่อ่ิมตัวเชิงซ้อน  ตลอดจนการน ามาสกัดน้ ามันออกจาก
เซลล์สาหร่ายเพื่อผลิตเป็นพลังงานชีวภาพ (Rosenberg et al., 2008)   

สารสีหรือรงควัตถุ (pigment)  
พืชและสาหร่ายสีเขียวทุกชนิดมีคลอโรฟิลล์  เอ และคลอโรฟิลล์ บี เป็นองค์ประกอบ            

โดยพบว่า รงควัตถุ (pigments) ที่มีอยู่ทั้งในพืช สาหร่าย และแบคทีเรียที่สังเคราะห์ด้วยแสงได้             
คือแคโรทีนอยด์ (Carotenoid) ในขณะที่สาหร่ายบางชนิดเช่นสาหร่ายสีเขียวแกมน้ าเงินหรือไซยาโน
แบคทีเรียจะมีไฟโคบิลิน เป็นองค์ประกอบ ท าให้สามารถตอบแสดงต่อความยาวคลื่นของแสง                  
ที่แตกต่างกัน    

แคโรทีนอยด (Carotenoid) 
เป็นรงควัตถุที่พบในคลอโรพลาสตและโครโมพลาสตของใบไม้ ดอกไม้ และผลไมของพืช 

นอกจากนั้นยังพบไดในเซลล์จุลชีพที่สามารถสังเคราะหแสงได เช่น สาหรายขนาดเล็ก เป็นต้น 
ร่างกายมนุษยไมสามารถสรางแคโรทีนอยดได้แต่จะได้รับสารชนิดนี้จากอาหารที่รับประทานเข้าไป  
แคโรทีนอยด์มีฤทธิ์  เปนสารตานอนุมูลอิระ เช่น ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของ LDL สามารถ
ลดอัตราการเกิดเซลล์มะเร็ง เพ่ิมระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย ชวยลดความเสี่ยงในการเกิดโรคเรื้อรัง           
ตาง ๆ เชน โรคมะเร็ง หรือโรคหัวใจ แคโรทีนอยด์แบ่งออกเปน 2 กลุม คือ   

- กลุมแคโรทีน (carotene) เปนโมเลกุลที่ประกอบดวยสายไฮโดรคารบอน ท าใหเปนสารไมมี
ขั้วและละลายไดในไขมัน  ไดแก เบตาแคโรทีน และ ไลโคพีน เปนตน   

- กลุมแซนโทฟล (xanthophyll) มีอะตอมของออกซิเจนอยูในโมเลกุล จึงมีขั้วมากกวาและ
ละลายในไขมันไดนอยกวาแคโรทีนอยดกลมุแรก  ไดแก ลูทีน ซีแซนทิน และแอสตาแซนทิน เป็นต้น 

เบตาแคโรทีน (-carotene) 
เบตาแคโรทีน หรือ สารตั้งต้นของวิตามินเอ (โปรวิตาในเอ) พบมากในพืชที่มีสีเหลือง 

และ สีสม เชน หัวแครอท หัวผักกาดแดง มะเขือเทศ เปนตน มีฤทธิ์ เปนสารตานออกซิเดชัน               
โดยยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของ LDL, สามารถลดอัตราการเกิดโรคมะเร็ง รักษาสุขภาพและ
เพ่ิมระบบภูมิคุ้มกันให้แข็งแรง 



 
รูปที่ 1 โครงสร้างของเบต้าแคโรทีน ( -carotene)  

แอสตาแซนธิน (Astaxanthin)  
เป็นสารสีแดงในกลุ่มแซนโทรฟิลล์ / ตระกูลแคโรทีนอยด์  พบได้ทั่วไปในธรรมชาติ เช่น 

เนื้อ ไข่  ปลาแซลมอน ปู  เปลือกกุ้ ง ไข่ปลาคาเวียร์  และ สาหร่ายขนาดเล็ก  เช่น สาหร่าย 
Haematococcus sp. มีโครงสร้างทางเคมีรูปแบบจ าเพาะเหมือนกับสารแคโรทีนอยด์ โดยสามารถ
ปรับตัวอยู่ในชั้นผนังเซลล์ได้ทั้งชั้นน้ าและชั้นไขมัน ดังแสดงในรูปที่ 2 ร่างกายไม่สามารถสร้างสาร
แอสตาแซนธินได้ แต่จะได้รับสารชนิดนี้จากอาหารที่รับประทานเข้าไป  

 
รูปที่ 2 โครงสร้างของแอสตาแซนธิน (Astaxanthin) 

ปริมาณแอสตาแซนธินที่พบในธรรมชาติจะมีปริมาณที่แตกต่างกันไป ส่วนใหญ่จะพบใน
ปริมาณที่น้อยมาก เช่น ปลาแซลมอน 200 กรัม จะมีแอสตาแซนธิน เพียง 1 มิลลิกรัม แต่มีรายงานว่า
สาหร่าย Haematococcus Pluvialis มีสารแอสตาแซนธินอยู่เป็นจ านวนมาก มีการน ามาสกัดเป็น
อาหารเสริมและได้รับความนิยมเป็นอย่างมากในพ้ืนที่แถบสแกนดิเนเวีย  ตั้งแต่ปี ค.ศ. 1995 และมี
การวางจ าหน่ายอย่างแพร่หลายในตลาดตั้งแต่ปี  ค.ศ. 1999 จนถึงปัจจุบัน (Guerin et al., 2003) 
จากความสามารถที่เหนือกว่าในด้านการปรับตัวอยู่ในชั้นผนังเซลล์ได้ทั้งชั้นน้ าและชั้นไขมัน  ท าให้
สามารถต้านอนุมูลอิสระได้ดีที่สุดเมื่อเทียบกับสารต้านอนุมูลอิสระที่พบในสารอาหารอ่ืนๆ เช่น              
มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระได้สูงกว่า วิตามิน ซี 6,000 เท่า, CoQ10 800 เท่า, วิตามินอี 
550 เท่า (Miki, 1991)                   

Shan Qin และคณะ, 2008 ศึกษาการชักน าสาหร่ายให้เกิดการสะสมสาร astaxanthin 
โดยการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสายพันธุ์ Scenedesmus obliquus ที่สภาวะแตกต่างกัน พบว่าสายหร่าย
มีการสะสมสาร astaxanthin เพ่ิมสูงถึง 44.66เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพาะเลี้ยงใน 2 สภาวะ โดยช่วงแรก
เพาะเลี้ยงที่ 25 องศาเซลเซียส และให้อากาศในอัตรา  0.6 L min_1, มีความเข้มแสง 80 mmol m_2 
s_1 และเพ่ิมความเข้มแสงเป็น 180 mmol m_2 s_1 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เมื่อเพาะเลี้ยงจนมี
ปริมาณเซลล์ประมาณ  1.7 x 107 mL-1 เป็นเวลา 48 ชั่ วโมง  เมื่อการเปรียบเทียบการใช้ 
Carotenoid ชนิดต่างๆ ในการก าจัดอนุมูลอิสระ พบว่าแอสตาแซนธิน มีประสิทธิภาพสูงที่สุดในการ
ยับยั้งปฏิกิริยา Lipid peroxidation พบว่าใช้ปริมาณน้อยที่สุด 



จากข้อมูลดังกล่าวจะเห็นว่าสาหร่ายขนาดเล็กจะมีองค์ประกอบของแคโรทีนอยด์ที่
แตกต่างกันโดยรงควัตถุหลักที่พบในสาหร่ายมี 3 ชนิด คือ คลอโรฟิลล์เป็นรงควัตถุสีเขียว แคโรที
นอยด์เป็นรงควัตถุที่มี สีเหลือง และไฟโคบิลลินเป็นรงควัตถุสีน้ าเงิน ปัจจุบันมีการศึกษาสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพจากสาหร่ายมากขึ้น โดยเฉพาะรงควัตถุจากสาหร่ายหลายชนิดมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง
สามารถน าไปใช้ในวงการอุตสาหกรรมด้านอาหาร เครื่องส าอาง และเวชภัณฑ์ต่างๆ ได้  
สารสี (Pigment) 

สีเป็นคุณลักษณะแรกที่ผู้บริโภคได้รับทางประสาทสัมผัสและเป็นปัจจัยที่ดึงดูดให้ผู้บริโภค
ตัดสินใจเลือกและยอมรับอาหารชนิดนั้นๆ ดังนั้นอาหารหลายชนิดจึงมีการปรุงแต่งสีลงไปซึ่งสีที่ใช้มัก
เป็นสีสังเคราะห์ ในแต่ละปีประเทศไทยน าเข้าสีผสมอาหารจากต่างประเทศเป็นจ านวนมากซึ่งมี
แนวโน้มเพ่ิมขึ้นทุกปีตั้งแต่ปี 2554 โดยเฉพาะอย่างยิ่งในปี 2556 มีมูลค่าการน าเข้าสีสังเคราะห์สูงถึง 
9,717.40 ล้านบาท ในปัจจุบันสีผสมอาหารที่นิยมใช้ได้แก่  
o สีสังเคราะห์  เป็นสีที่สังเคราะห์ขึ้นจากสารเคมี ซึ่งค่อนข้างคงตัว เช่น แอโซรูบีน เออริทโทรซิน  

และทาร์ทราซิน  
o สีอนินทรีย์   เช่น ผงถ่านที่ได้จากการเผาพืช และสีธรรมชาติ เป็นสีที่สกัดได้จากพืชหรือสัตว์                 

ที่บริโภคได้ เช่น แอนโธไซยานิน แคโรทีนอยด์ และคลอโรฟิลล์ เป็นต้น 
7. วิธีด าเนินการ     
วัสดุและอุปกรณ์ 

7.1 อุปกรณ์เก็บตัวอย่างสาหร่ายขนาดเล็ก ได้แก่ ตาข่ายแพลงก์ตอน ขนาดตาข่าย 45 ไมโครเมตร, 

เครื่องวัดอุณหภูมิ เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่างของน้ า, แถบวัดค่าการส่องผ่านของแสง                

กล้องจุลทรรศน์,  ปิเปต 

7.2 อุปกรณ์เพาะเลี้ยงสาหร่ายขนาดเล็ก ได้แก่ หลอดไฟฟลูออเรสเซนส์ , , เครื่องชั่งละเอียด, 

เครื่องวัดความเข้มของแสง, ปั๊มอากาศ, เครื่องวัดจ านวนเซลล์ เครื่องเขย่าและให้แสง, หม้อนึ่ง

ฆ่าเชื้ออัดความดัน 

7.3 อุปกรณ์เก็บเกี่ยวและสกัดสาร ได้แก่ ผ้ากรอง 20 ไมครอน, เครื่องปั่นผสม, อ่างควบคุม

อุณหภูมิ, ตู้อบ, เครื่องปั่นความเร็วสูง, ไมโครเวฟ, เครื่องกวนสารแบบให้ความร้อน, หลอด

ทดลองและเครื่องแก้ว 

7.4 อุปกรณ์วิเคราะห์ปริมาณสารสกัดจากสาหร่าย ได้แก่ เตาเผา เครื่องวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 

TLC, HPLC, เครือ่งวิเคราะห์ปริมาณไฟเบอร ์  เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์  

 สารเคมี   

7.5 สารเคมีส าหรับเพาะเลี้ยงสาหร่ายขนาดเล็ก ได้แก่ KNO3, MnCl2, Citric acid, K2HPO4, 



ZnSO4,  H3BO3, MgSO4, CuSO4, KOH, CaCl2, CoCl2, HCl Na2MoO4, Fe citrate เป็นต้น   

7.6 สารเคมีส าหรับการเก็บรักษาเซลล์สาหร่ายขนาดเล็ก ได้แก่ Dimethyl sulfoxide (DMSO) 

7.7 สารเคมีส าหรับสกัดแคโรทีนอยด์ ได้แก่ เมทานอล, กรดซัลฟูริก, เฮกเซน เอทานอล  เป็นต้น 

7.8 สารเคมีวิเคราะห์ปริมาณแคโรทีนอยด์ ได้แก่ อะซิโตไนไตร เตตระฟูแรน เฮปเทน เมทานอล   

วิธีการ  

1. การเก็บตัวอย่างและคัดแยกสาหร่ายขนาดเล็กจากแหล่งน้ าธรรมชาติ   

  การคั ดแยกสาหร่ายขนาด เล็ กจากแหล่ งน้ าธรรมชาติ เ พ่ื อ น ามาใช้ ศึ กษาในครั้ งนี้              

ประกอบด้วย 5 ขั้นตอน ดังรายละเอียดต่อไปนี้ 

1.1 การเก็บตัวอย่างน้ าจากแหล่งน้ าธรรมชาติ  

   ท าการเก็บตัวอย่างสาหร่ายที่เจริญและลอยอยู่ในน้ าโดยใช้ตาข่ายแพลงก์ตอน (Plankton net) 

ขนาดตา 45 ไมโครเมตร ที่ก้นตาข่ายจะมีขวดแก้วติดอยู่เพ่ือเป็นที่เก็บตัวอย่างน้ าที่กรองได้ วิธีการใช้งาน

ตาข่ายแพลงก์ตอน ให้ใช้มือท่ีไม่ถนัดจับที่ปลายเชือก ซึ่งเชือกควรจะยาวเท่ากับระยะห่างท่ีต้องการจะเก็บ

ตัวอย่างน้ า ส่วนมือที่ถนัดจับตาข่ายแพลงก์ตอนแล้วโยนไปในบริเวณที่ต้องการ ค่อยๆดึงเชือกเข้าหาตัว

ผู้ใช้งาน เก็บตัวอย่างลงในภาชนะที่เตรียมไว้ ถ้าพ้ืนที่ๆท าการเก็บตัวอย่างมีพ้ืนที่กว้างมาก อาจจะใช้วิธีนั่ง

เรือแล้วลากถุงตาข่ายแพลงก์ตอน สุ่มเก็บตัวอย่างน้ าไปเรื่อยๆ จนทั่วบริเวณพ้ืนที่นั้นๆ   

1.2 การเพิ่มจ านวนเซลล์สาหร่ายขนาดเล็ก 

  น าตัวอย่างน้ าที่เก็บจากแหล่งน้ าธรรมชาติมาเพาะเลี้ยงในฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร                 

ที่มีอาหารสูตร Modified Chu 13 ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่ผ่านการฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อ เรียบร้อย

แล้ว และให้อากาศที่ผ่านการกรองจากปั๊มอากาศเป็นเวลา 30 วัน ส าหรับอาหารสูตร Modified Chu 13 

เป็นสูตรอาหารส าหรับการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียวขนาดเล็ก 

1.3 การคัดแยกสาหร่ายขนาดเล็ก   

  คัดแยกเซลล์สาหร่ายขนาดเล็กจากแหล่งน้ าธรรมชาติเพ่ือให้ได้สาหร่ายเซลล์เดียวสายพันธุ์ที่

มีความบริสุทธิ์ โดยใช้วิธีดูดออกโดยใช้ไมโครปิเปตภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (ยุวดี พีรพรพิศาล, 2546) ซึ่งมี

ขั้นตอนดังต่อไปนี้  

1) เจือจางปริมาณ เซลล์สาหร่ายด้วยอาหารสูตร Modified Chu 13 ที่ หยดบนแผ่น

กระจกสไลด์ 3-5 ครั้ง  

2) น าแผ่นสไลด์หลุมที่มีสาหร่ายมาหาเซลล์สาหร่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 100 เท่า               

ซ่ึงจะเลือกคัดแยกเฉพาะสาหร่ายที่พบเป็นจ านวนมากในแต่ละแหล่งน้ านั้นๆ  



3) จุ่มไมโครปิเปตที่ดึงสาหร่ายจากข้อ 2 ลงในอาหารเหลวบนแผ่นสไลด์แผ่นใหม่โดยใช้จุกยาง

สวมที่ปลายไมโครปิเปต บีบอาหารเหลวที่มีสาหร่ายออก ตรวจดูสาหร่ายด้วยกล้อง

จุลทรรศน์ตามข้อ 2 จนได้สาหร่ายเพียง 1 เซลล์ ถ่ายลงในอาหารเหลวและเพาะเลี้ยงต่อไป  

1.4 การระบุชนิดของสายพันธุ์สาหร่ายขนาดเล็ก 

น าโคโลนีของสาหร่าย 1 โคโลนี มาเพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพู่ (flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มี

อาหารเหลวปริมาตร 150 มิลลิลิตร ในสภาวะแบบให้แสง บนเครื่องเขย่าที่มีความเร็วรอบ 180 รอบต่อ

นาที ต่อเนื่องเป็นเวลา 15 วัน จากนั้นถ่ายเซลล์ลงในอาหารเหลวปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เพ่ือเพาะเลี้ยง

ต่อจนสาหร่ายมีการเจริญเข้าสู่ ระยะเอ็กซ์โพเนนเซียลแล้วน าเซลล์ที่ ได้ไประบุชนิดของสายพันธุ์                    

ซึ่งมีข้ันตอนดังต่อไปนี้  

1) น าเซลล์สาหร่ายมาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12 ,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 10 องศา
เซลเซียส แล้วบดให้เซลล์แตกในโกร่งที่ปลอดเชื้อ แล้วสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอ
ส าเร็จรูป (DNA extraction kit) ตามวิธีการของผู้ผลิต (QIAGEN, Valencia, USA)  

2) เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของสาหร่ายขนาดเล็กด้วยเทคนิคการท าปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส  
แล้วน าดีเอ็นเอที่เพ่ิมจ านวนได้มาแยกชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกต่างกันออกจากกันด้วย 
Agarose gel electrophoresis เพ่ือน ามาตรวจสอบขนาดและคุณภาพของดีเอ็นเอด้วย
เครื่องถ่ายภาพและวิเคราะห์สารพันธุกรรม   

3) ตัดแถบดีเอ็นเอที่ต้องการมาสกัดแยกให้บริสุทธิ์ด้วยชุด DNA Extraction Kit โดยท าตาม
วิธีการของผู้ผลิต (Fermentas, Maryland, USA) เพ่ือน าไปท าการวิเคราะห์ล าดับเบสของ
ดีเอ็นเอ 18S rDNA แล้วน าไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน GenBank ของ NCBI โดยใช้
โปรแกรมส าเร็จรูป (NCBI BLAST program)  

1.5 การเก็บรักษาสายพันธุ์สาหร่ายขนาดเล็ก  

น าสาหร่ายบริสุทธิ์ที่คัดแยกได้ประมาณ 3 มิลลิลิตร ใส่ไว้ในหลอด Cryo tube ในสภาพ

ปลอดเชื้อภายในหลอดมีสารละลาย 20% Dimethyl sulfoxide (DMSO) ประมาณ 5 มิลลิลิตร                

แล้วน าไปเก็บไว้ในตู้แช่แข็งที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส 

2. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตและการสะสมแคโรทีนอยด์ไว้ในเซลล์สาหร่าย
ขนาดเล็ก 

2.1 การเตรียมหัวเชื้อสาหร่ายตั้งต้น (Starter culture) 
   น าสาหร่ายขนาดเล็กที่คัดเลือกได้มาเพาะเลี้ยงในระดับห้องปฏิบัติการโดยเพาะเลี้ยงใน            

ขวดรูปชมพู่ ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเหลวปริมาตร 150 มิลลิลิตร ในสภาวะที่ให้แสงบนเครื่อง

เขย่าที่มีความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที วัดการเจริญเติบโตสาหร่ายขนาดเล็กด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโต

มิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร เมื่อมีค่าความขุ่นเท่ากับ 0.3 จึงน าไปใช้ศึกษาในขั้นตอนต่อไป 



2.2 การศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเจริญเติบโต  
  ท าการคัดเลือกสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายขนาดเล็ก โดยน า

ตัวอย่างสาหร่ายจากข้อ 2.1 มาศึกษาอัตราการเจริญเติบโตโดยวางแผนการทดลองแบบ CRD จ านวน            
6 ซ้ า 3 กรรมวิธี คือ อาหารสูตร BBM, อาหารสูตร BG-11 และ อาหารสูตร Modified Chu-13 ท าการ
เพาะเลี้ยงสภาวะแบบออโตโทรฟิค ที่มีอัตราการให้แสงต่อไม่ให้แสง 16 ต่อ 8 ชั่วโมง ที่มีความเข้มแสง
ขนาดประมาณ 2,500 ลักซ์ อุณหภูมิห้องเฉลี่ยประมาณ 28-29 องศาเซลเซียสโดยทุกกรรมวิธีจะเก็บ
ตัวอย่างเพ่ือติดตามการเจริญเติบโตต่อเนื่องเป็นเวลา 30 วัน แล้วเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโตของ
สาหร่ายในแต่ละกรรมวิธี 
2.3 การศึกษาอิทธิพลในการสะสมแคโรทีนอยด์ไว้ในเซลล์สาหร่ายขนาดเล็ก 

เลือกสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายขนาดเล็กจากการทดลองใน

ข้อ 2.2 มาใช้ในการเพาะเลี้ยงสาหร่ายเพ่ือศึกษาอิทธิพลในการสะสมแคโรทีนอยด์ไว้ภายในเซลล์ โดยการ

เปรียบเทียบชนิดของแหล่งให้แสง มี 2 ชนิด ได้แก่ หลอดฟลูออเรสเซนต์ และ แสงแดด  เก็บข้อมูลอัตรา

การเจริญเติบโตเป็นระยะเวลา 30 วัน และน าชีวมวลของสาหร่ายขนาดเล็กที่เพาะเลี้ยงได้มาวิเคราะห์

องค์ประกอบและปริมาณแคโรทีนอยด์ 

2.4 การเพาะเลี้ยงสาหร่ายขนาดเล็กในระดับขยายขนาด   
น าสาหร่ายขนาดเล็กมาศึกษาวิธีการเพาะเลี้ยงในระดับขยายขนาดในภาชนะขนาด  

500 ลิตร โดยใช้สภาวะที่ได้จากการทดลองใน ข้อ 2.2-2.3 ภายใต้สภาวะออโตโทรฟิค โดยใช้แสงจาก

ธรรมชาติ ไม่มีการควบคุมอุณหภูมิ          

2.4.1 การติดตามการเจริญเติบโตของสาหร่ายขนาดเล็ก มีวิธีการดังต่อนี้ 

1) วิธีการนับจ านวนเซลล์ของสาหร่ายขนาดเล็ก ในการทดลองในครั้งนี้ใช้วิธีการนับจ านวน
เซลล์ของสาหร่ายขนาดเล็กโดยใช้  Heamacytometer ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ มี
ก าลังขยาย 400 เท่า แล้วค านวณจ านวนเซลล์ของสาหร่าย (ยุวดี พีรพรพิศาล, 2546) 

2) วิธีการวัดค่าความขุ่นของเซลล์สาหร่ายขนาดเล็ก ท าการวัดค่าความขุ่นของสาหร่ายขนาด
เล็กด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ทีม่ีความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร  

3) วิธีการวัดน้ าหนักของเซลล์แห้ง เก็บตัวอย่างเซลล์ปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาปั่นเหลี่ยงให้
ตกตะกอนด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่มีความเร็วรอบ 3500 รอบต่อนาที ล้างตะกอนเซลล์ให้
สะอาดด้วยน้ ากลั่นแล้วน าไปอบให้แห้งที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส จนได้น้ าหนักที่คงที่ 
น าค่าที่ได้ทั้ง 3 วิธีไปค านวณหาค่าน้ าหนักเซลล์แห้งในหน่วยกรัมต่อลิตร  

2.4.2 การศึกษาวิธีการเก็บเกี่ยวเซลล์  

  เมื่อเพาะเลี้ยงสาหร่ายให้เจริญเข้าสู่ระยะคงที่ แล้วน ามาศึกษาวิธีการเก็บเกี่ยวเซลล์สาหร่าย 

โดยใช้วิธีการตกตะกอน (Settling), การกรอง (Filtration) และ ปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) 



2.4.3 การวิเคราะห์องค์ประกอบภายในเซลล์สาหร่ายขนาดเล็ก มีวิธีการวิเคราะห์ดังนี้    
1) การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน โดยใช้วิธี Total Kjeldahl Nitrogen (TKN) 
2) การวิเคราะห์ปริมาณน้ ามัน โดยใช้วิธีการสกัดทางเคมีด้วยเครื่องซอกเล็ต   
3) การวิเคราะห์ปริมาณเถ้า โดยใช้วิธีของวีนเดอร์    
4) การวิเคราะห์ปริมาณความชื้น โดยใช้วิธีของวีนเดอร์     

 
 
 
 
 
 
 
 

2.5 การศึกษาวิธีการสกัดแคโรทีนอยด์ออกจากเซลล์สาหร่ายขนาดเล็ก 
   ศึกษาวิธีการสกัดแคโรทีนอยด์โดยเปรียบเทียบระหว่างวิธีซอกเล็ท (Soxhlet extraction) 

และ การใช้คลื่น ไมโครเวฟ (Microwave Assisted Extraction) ซึ่ งท าการออกแบบการทดลอง                     
โดยการศึกษาผลของระยะเวลาที่ใช้ในการสกัด (5, 10, 15, 20 นาที) และ ก าลังไฟฟ้า (30 - 750 วัตต์)             
มีวิธีการทดลองดังนี้  

1) น าชีวมวลสาหร่ายจากข้อ 3.3-3.4 ที่เพาะเลี้ยงให้เจริญเข้าสู่ระยะ Late log phase มาท า
ให้เซลล์แตกด้วย Dimethyl Sulfoxide (DMSO) 

2) น าไปสกัดด้วยวิธีซอกเล็ท และ การใช้คลื่นไมโครเวฟ ที่มีระยะเวลาสกัด 5, 10, 15 และ 20 
นาท ีและแปรผันก าลังไฟฟ้า 30 - 750 วัตต์ โดยใช้เอทานอลเป็นตัวท าละลายอินทรีย์ 

3) ปั่นแยกตะกอนเซลล์ออกด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง ที่มีความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที 5 นาที 
4) น าสารละลายที่ไปมาปรับปริมาตรให้ได้ 25 มิลลิลิตร ด้วยสารละลายอะซีโตน 
5) วิเคราะห์ปริมาณแคโรทีนอยด์ทั้งหมด ด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 450 

นาโนเมตร (Sommer, 1992) 
6) การตรวจสอบองค์ประกอบเบื้องต้นของแคโรทีนอยด์  น าสารสกัดมาท าการตรวจสอบ

องค์ประกอบเบื้องต้นของแคโรทีนอยด์ด้วยวิธีโครมาโตกราฟีแบบแผ่นบาง (Thin Layer 
Chromatography: TLC) ที่อ่ิมตัวด้วยไอของสารละลายผสมของ เฮกเซน/เอทิลอะซีเทต/
เอทานอล ในอัตราส่วน 50/49/1 (Donkin, 1976) และค านวณค่า R value หรือค่า Rf 
เปรียบเทียบกับสารแคโรทีนอยด์มาตรฐาน  

7) วิเคราะห์ชนิดของแคโรทีนอยด์ที่สกัดได้โดยใช้วิธีโครมาโตกราฟีแบบ High Performance 
Liquid Chromatography (HPLC)  



8) วิเคราะห์ความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชัน (Antioxidant) ของสารสกัดแคโรที
นอยดจ์ากสาหร่ายขนาดเล็กโดยวิธี DPPH assay 

 
เวลาและสถานที่     : 1 ตุลาคม 2553 – 30 กันยายน 2557  

: กองวิจัยและพัฒนาวิทยาการหลังการเก็บเกี่ยวและแปรรูปผลิตผลเกษตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8 ผลการทดลองและวิจารณ์   

1. การเก็บตัวอย่างและคัดแยกสาหร่ายขนาดเล็ก 

1.1 การเก็บตัวอย่างน้ าเพื่อน ามาคัดแยกสาหร่าย 

วิธีการเก็บตัวอย่างสาหร่ายขนาดเล็กขึ้นอยู่กับขนาด รูปร่าง และแหล่งที่อยู่อาศัยของ

สาหร่าย ซึ่งการเก็บในครั้งนี้ได้ท าการเก็บตัวอย่างสาหร่ายที่เจริญและลอยอยู่ในผิวน้ าโดยใช้อุปกรณ์ที่เรียกว่า

ตาข่ายแพลงก์ตอน (Plankton net) ขนาดตาข่าย 20 ไมโครเมตร ที่ปลายตาข่ายจะมีขวดแก้วขนาดเล็กติดอยู่

เพ่ือเป็นที่เก็บตัวอย่างน้ าที่กรองได้ ซึ่งมีลักษณะดังรูปที่ 1.1 



 

รูปที่ 1.1 รายละเอียดของตาข่ายแพลงก์ตอนและลักษณะของการใช้งาน 

  การเก็บตัวอย่างสาหร่ายส าหรับงานวิจัยในครั้งนี้ จะเลือกเก็บจากบริเวณที่เป็นพ้ืนที่ชุ่มน้ า              

มีน้ าขังตลอดปี และแหล่งเก็บน้ าขนาดใหญ่ครอบคลุมพ้ืนที่ที่เป็นน้ าจืด น้ ากร่อย และน้ าเค็ม ของประเทศไทย 

โดยยังไม่ครอบคลุมพ้ืนที่ในจังหวัดชายแดนภาคใต้ ตัวอย่างสภาพแหล่งน้ าที่ได้ไปสุ่มเก็บตัวอย่างน้ าในครั้งนี้

แสดงไว้ในรูปที่ 1.2  

 



 

รูปที่ 1.2 ตัวอย่างสภาพแหล่งน้ าที่เก็บตัวอย่างน้ า A: เขื่อนภูมิพล จ. ตาก       B: แก่งเลิงจาน จ.มหาสารคาม 

C: ป่าชายเลน สวนสมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติ์ฯ จ. สมุทรสงคราม D: อ่างเก็บน้ า ม. สงขลานครินทร์, จ. สงขลา 

1.2 การเพิ่มจ านวนเซลล์สาหร่ายขนาดเล็ก   

  ตัวอย่างน้ าที่เก็บจากแหล่งน้ าธรรมชาติจะถูกน ามาเพาะเลี้ยงเพ่ือเพ่ิมปริมาณเซลล์สาหร่ายใน 

ฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร ที่มีอาหารสูตร Modified Chu 13 ปริมาตร 250 มิลลิลิตร และให้อากาศอย่าง

ต่อเนื่องเป็นเวลา 30 จะสังเกตเห็นว่าตัวอย่างน้ ามีสีเขียวเข้มมากขึ้น เมื่อตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์                  

จะพบว่าภายในตัวอย่างแต่ละแหล่งน้ านั้นจะประกอบด้วยสาหร่ายขนาดเล็กสายพันธุ์ชนิดต่างๆ อยู่รวมกันเป็น

จ านวนมาก ดังแสดงในรูปที่ 1.3 

 

 

รูปที่ 1.3 ตัวอย่างการเพ่ิมจ านวนเซลล์สาหร่ายขนาดเล็กจากแหล่งน้ าที่เก็บจากแหล่งน้ าธรรมชาติ 

 



 

 

1.3 การคัดแยกสาหร่ายขนาดเล็ก 

  เมื่อเพิ่มปริมาณเซลล์สาหร่ายจากตัวอย่างแหล่งน้ าได้แล้วจึงน ามาคัดแยกสาหร่ายโดยใช้วิธีดูดออก

ด้วยไมโครปิเปตภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (Manipulative methods) ซึ่งเป็นวิธีการแยกสาหร่ายที่ต้องการ            

โดยวิธีกล ของเหลวและเซลล์สาหร่ายขนาดเล็กจะไหลเข้าสู่ไมโครปิเปตเองโดยอาศัยแรงดึงแคปปิลลารี ดัง

แสดงในรูปที่ 1.4 

 

 

รูปที่ 1.4 คัดแยกสาหร่ายจากแหล่งน้ าธรรมชาติโดยใช้วิธีดูดออกด้วยไมโครปิเปตภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

  จากนั้นน าสาหร่ายที่แยกได้ไปเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเพ่ือเพ่ิมปริมาณเซลล์ โดยใช้ระยะเวลาใน

การเพาะเลี้ยงในขั้นตอนนี้ 60 – 120 วัน ในสภาวะการเพาะเลี้ยงแบบออโตโทรฟิค ที่มีอัตราการให้แสงต่อ

ไม่ให้แสง 16 ต่อ 8 ชั่วโมง อุณหภูมิห้องเฉลี่ยประมาณ 28-29 องศาเซลเซียส ที่มีความเข้มแสงขนาดประมาณ 

2,500 ลักซ์ การตรวจสอบว่าสาหร่ายเจริญขึ้นหรือไม่ โดยท าการสังเกตจากสีของอาหารเหลวซึ่งจะมีสีเขียว 

แล้วน ามาตรวจสอบว่าได้สายพันธุ์บริสุทธิ์หรือไมด่้วยกล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 100 เท่า ดังแสดงในรูปที่ 1.5 

 

รูปที่ 1.5 ตัวอย่างสาหร่ายที่คัดแยกโดยวิธีดูดออกด้วยไมโครปิเปตและเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเซลล์เป็นเวลา 



120 วัน (A: อ่างเก็บน้ าแม่เหียะ จ.เชียงใหม่ B: ป่าชายเลน สวนสมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติ์ฯ จ. สมุทรสงคราม 

C: กรมการข้าว D: ล าวังหิน จ.นครราชสีมา) 

 

 

 

สาหร่ายขนาดเล็กที่น ามาใช้ในการศึกษาในครั้งนี้เป็นสาหร่ายที่ได้จากการคัดแยกจากแหล่งน้ าใน

พ้ืนที่ป่าชายเลน สวนสมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติ์ฯ จ. สมุทรสงคราม และในระหว่างขั้นตอนการเพาะเลี้ยงบน

อาหารแข็ง เพ่ือให้ได้สายพันธุ์ที่มีความบริสุทธิ์และท าเชื้อแม่พันธุ์เก็บไว้ (Stock culture) พบว่าสาหร่าย           

ไอโซเลท SK-QSGMF6 มีลักษณะปรากฏของโคโลนีที่มีสีส้มแดงทั่วทั้งเซลล์ ดังแสดงในรูปที่ 1.6  

 

 
รูปที่ 1.6  ลักษณะโคโลนีของสาหร่ายไอโซเลท SK-QSGMF6 ที่เจริญบนอาหารแข็ง 

เมื่อท าการศึกษาลักษณะทางสรีระวิทยาของเซลล์พบว่า มีลักษณะเซลล์ในสภาพปกติเป็นรูปร่าง

กลม มีสีเขียวทั่วทั้งเซลล์ เมื่อเพาะเลี้ยงจนเจริญเข้าสู่ระยะ Stationary phase เซลล์เริ่มมีสีแดงภายในเซลล์ 

และเมื่อเพาะเลี้ยงจนเข้าสู่ระยะ Decline phase จะพบว่าเซลล์ยังคงมีสีแดงอยู่ทั่วเซลล์แต่มีเซลล์บางส่วน          

ที่ตายไป (C) ดังแสดงในรูปที่ 1.7 

 



 
รูปที่ 1.7  ลักษณะสรีระวิทยาของเซลล์สาหร่ายไอโซเลท SK-QSGMF6 ในสภาพปกติเป็นรูปร่างกลม มีสีเขียว

ทั่วทั้งเซลล์ (A) เมื่อเจริญเข้าสู่ระยะ stationary phase เซลล์เริ่มมีสีแดงภายในเซลล์ (B) และเม่ือเข้าสู่ระยะ 

Decline phase เซลล์มีสีแดงทั่วเซลล์และมีเซลล์บางส่วนที่ตาย (C)  

1.4 การจัดจ าแนกสายพันธุ์สาหร่าย 

เมื่อเพาะเลี้ยงสาหร่ายไอโซเลท SK-QSGMF6 ให้เจริญเข้าสู่ระยะ Log phase แล้วจึงน าเซลล์มา

สกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด Qiagen Kit และเพ่ิมปริมาณ 18S rDNA โดยใช้ เทคนิค polymerase chain 

reaction (PCR) โดยใช้ Universal eukaryotic primers จากผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอและแยกชิ้นดีเอ็นเอ

ที่มีขนาดแตกต่างกันออกจากกันด้วยสนามไฟฟ้า (Agarose gel electrophoresis) แล้วน ามาตรวจสอบขนาด

และคุณภาพของผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอด้วยเครื่องถ่ายภาพและวิเคราะห์สารพันธุกรรม (Gel Documentation) 

พบว่ามีชิ้นส่วนของดีเอ็นเอขนาดประมาณ 700 base pairs ดังแสดงในรูปที่ 1.8 และเมื่อน าไปเปรียบเทียบ

ล าดับของนิวคลีโอไทด์   กับฐานข้อมูลใน GeneBank ด้วยโปรแกรม NCBI Blast พบว่าสาหร่ายไอโซเลท             

SK-QSGMF6 ที่คัดแยกได้มีล าดับเบสที่ใกล้เคียงกับ Coelastrella sp., Genbank Accession number 

JQ867368.1 โดยไพรเมอร์ที่ใช้ในปฏิกิริยา PCR มีล าดับเบสของ (ITS1 = TCCGTAGGTGAACCTGCGG)       

และ (ITS4 = TCCTCCGCTTATTGATATGC) 

 



 

รูปที่ 1.8 แถบชิ้นส่วนดึเอ็นเอของสาหร่ายไอโซเลท SK-QSGMF6 ทีเ่พ่ิมปริมาณ 18S rDNA ด้วยเทคนิค 

polymerase chain reaction (PCR) และตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Gel Documentation 

 

2. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตและการสะสมแคโรทีนอยด์ในเซลล์สาหร่าย

ขนาดเล็ก 

 เมื่อเตรียมหัวเชื้อสาหร่ายจากโคโลนีเดี่ยว (single colony) ของสาหร่ายไอโซเลท SK-QSGMF6 
ได้แล้วน ามาเพาะเลี้ยงในระดับห้องปฏิบัติการโดยเพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพู่ (Flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร             
ที่มีอาหารเหลวปริมาตร 150 มิลลิลิตร เพ่ือคัดเลือกสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต ทั้งหมด 3 สูตร 
คืออาหารสูตร BBM, อาหารสูตร BG-11 และ อาหารสูตร Modified Chu-13 ท าการเพาะเลี้ยงสภาวะแบบ     
ออโตโทรฟิค ที่มีอัตราการให้แสงต่อไม่ให้แสง 16 ต่อ 8 ชั่วโมง ที่มีความเข้มแสงขนาดประมาณ 2 ,500 ลักซ์ 
อุณหภูมิห้องเฉลี่ยประมาณ 28-29 องศาเซลเซียส แล้วเปรียบเทียบอัตราการเจริญเติบโตของสาหร่ายในแต่ละ
กรรมวิธี ผลการทดลองพบว่าสาหร่ายสามารถเจริญเติบโตและผลิตเซลล์ได้ในปริมาณใกล้เคียงกันและมีรูปแบบ
ของเซลล์เป็นสีเขียวเข้มในอาหารทั้ง 3 สูตรในรูปที่ 2.1 

 

รูปที่ 2.1 การเพาะเลี้ยงสาหร่ายไอโซเลท SK-QSGMF6 โดยใช้สูตรอาหาร BBM, BG-11 และ Modified Chu 



13 ภายใตส้ภาวะออโตโทรฟิค ให้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนต์ที่มีความเข้มแสงขนาดประมาณ 2,500 ลักซ์  

 เมื่อเปลี่ยนรูปแบบของการให้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนส์มาใช้แสงแดด ผลการทดลองพบว่า

สาหร่ายไอโซเลท SK-QSGMF6 มีอัตราการเจริญเติบโตดังกราฟที่แสดงในรูปที่ 2 .2 โดยพบว่า สาหร่าย

สามารถเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็วและผลิตเซลล์ได้ในปริมาณสูงที่สุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร BG 11           

มีจ านวนเซลล์สูงที่สุด 9.92x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 19 วัน ได้ผลผลิตชีวมวล 3.2 กรัม

ต่อลิตร ส่วนอาหารสูตร Modified Chu 13 พบว่าสาหร่ายมีอัตราการเจริญเติบโตใกล้เคียงกับ BG-11 โดยมี

จ านวนเซลล์สูงที่สุด 9.00x106 cells ml-1 เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 15 วัน ได้ผลผลิตชีวมวล 2.5 กรัมต่อลิตร 

ในขณะที่อาหารสูตร BBM สาหร่ายมีจ านวนเซลล์สูงที่สุด 8.25x106 cells ml-1 เมื่อเพาะเลี้ยงได้ 17 วัน               

ได้ผลผลิตชีวมวลเท่ากับ 1.87 กรัมต่อลิตร  

 
รูปที่ 2.2 กราฟแสดงอัตราการเจริญเติบโตของสาหร่ายไอโซเลท SK-QSGMF6  

 

 

อย่างไรก็ตามจากผลการทดลองนี้ยังพบว่า สาหร่ายไม่มีการสร้างสารสีส้มแดงไว้ภายในเซลล์               

เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร BG 11 แต่ในอาหารสูตร Modified Chu 13 และ BBM เซลล์มีการสะสมสารสีส้ม

แดงในปริมาณมากจนสามารถมองเห็นได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อ ดังแสดงในรูปที่ 2.3 ดังนั้นการทดลองในครั้งนี้             

จึงเลือกใช้อาหารสูตร Modified Chu 13 โดยใช้แสงแดดในการเพาะเลี้ยงเพ่ือเพ่ิมจ านวนเซลล์ และผลิตสาร

แคโรทีนอยด์ไว้ภายในเซลล์     



 

รูปที่ 2.3 การเพาะเลี้ยงสาหร่ายไอโซเลท SK-QSGMF6 โดยใช้สูตรอาหาร BBM, BG-11 และ Modified Chu 

13 ภายใตส้ภาวะการเพาะเลี้ยงแบบออโตโทรฟิค โดยใช้แสงแดด   

3. การเพาะเลี้ยงสาหร่ายขนาดเล็กในระดับขยายขนาด   

 ในขั้นตอนนี้ได้ท าการเพาะเลี้ยงสาหร่ายระบบเปิดนอกห้องปฏิบัติการโดยใช้อ่างไฟเบอร์กลาสที่มี

ปริมาตรรวมทั้งหมด 500 ลิตร แต่ให้มีปริมาตรในการท างานวิจัย 200 ลิตร โดยมีใบพัดหมุนร่วมกับการให้

อากาศจากปั๊มอากาศเพ่ือใช้ในการหมุนเวียนน้ าเพ่ือไม่ให้สาหร่ายตกตะกอน ผลการศึกษาการเพาะเลี้ยง

สาหร่ายในระดับขยายขนาดโดยใช้อาหารสูตร Modified Chu 13 ขนาด 200 ลิตร ภายใต้สภาวะการ

เพาะเลี้ยงแบบออโตโทรฟิคในระบบเปิดนอกห้องปฏิบัติการ โดยใช้แสงแดด ดังแสดงในรูปที่ 3.1 พบว่า

สาหร่ายมีอัตราการเจริญเติบโตสูงที่สุดในสัปดาห์ที่ 2 ของการเพาะเลี้ยง สอดคล้องกับผลการทดลองในระดับ 

ฟลาสต์ในห้องปฏิบัติการ (มีจ านวนเซลล์สูงที่สุด 1.02x107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 15 วัน 

ได้ผลผลิตชีวมวล 3.52 กรัมต่อลิตร) โดยตลอดระยะเวลาในการศึกษาในครั้งนี้มีระดับความเข้มของแสงอยู่

ในช่วง 10-18 kLux และอุณหภูมิเฉลี่ยอยู่ในช่วง 32-40 องศาเซลเซียส  ดังแสดงในรูปที่ 3.2 

 

รูปที่ 3.1 (ซ้าย) ภาพแสดงการเพาะเลี้ยงในระดับขยายขนาดด้วยอาหารสูตร Modified Chu 13 โดยใช้

แสงแดด (กลาง) ชีวมวลของสาหร่ายระยะ Log phase, (ขวา) ชีวมวลของสาหร่ายระยะ Stationary phase    



 
รูปที่ 3.2 (ซ้าย) อัตราการเจริญเติบโตของสาหร่ายไอโซเลท SK-QSGMF6 ในอาหารสูตร Modified Chu 13 

ขนาด 200 ลิตร ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงแบบออโตโทรฟิค โดยใช้แสงแดด (ขวา) ค่าเฉลี่ยของอุณหภูมิ    

และความเข้มของแสงตลอดช่วงการเพาะเลี้ยงสาหร่ายในระบบขยายขนาด 

การศึกษาวิธีการเก็บเกี่ยวเซลล์สาหร่าย 
 ได้ทดลองใช้สารเคมีช่วยในการชักน าให้เกิดการตกตะกอนเปรียบเทียบกับการตกตะกอนของ

สาหร่ายไอโซเลท  SK-QSGMF6 พบว่าในภาพรวมแล้วระยะเวลาในการตกตะกอนไม่แตกต่างกัน                     

อาจเนื่องมาจากสาหร่าย มีเซลล์ขนาดใหญ่พอสมควร จึงท าให้สามารถตกตะกอนได้ดี ดังนั้นในการทดลองใน

ครั้งนี้ท าการเก็บเก่ียวเซลล์สาหร่ายโดยวิธีการตกตะกอน ดังแสดงในรูปที่ 3.3 

 

      รูปที่ 3.3 แสดงการตกตะกอนของเซลล์สาหร่ายไอโซเลท SK-QSGMF6 

4. การศึกษาวิธีการสกัดแคโรทีนอยด์ออกจากเซลล์สาหร่ายขนาดเล็ก 

4.1 การศึกษาความเป็นไปได้ในการใช้ไมโครเวฟมาใช้ในขั้นตอนการสกัด 
 ท าการเก็บเกี่ยวสาหร่ายเมื่อเพาะเลี้ยงจนเข้าสู่ระยะ Stationary phase แล้วน ามาท าให้เซลล์แตก

ด้วยสารละลาย Dimethyl Sulfoxide (DMSO) จากนั้นท าการศึกษาวิธีการสกัดแคโรทีนอยด์โดยการ



เปรียบเทียบระหว่างวิธีซอกเล็ท (Soxhlet extraction) และ การใช้คลื่นไมโครเวฟ (Microwave Assisted 
Extraction) โดยมีลักษณะและส่วนประกอบที่ส าคัญของเครื่องดังแสดงในรูปที่ 4.1   

                 

 
รูปที่ 4.1 อุปกรณ์ต่างๆ ของชุดสกัดไมโครเวฟ (Microwave-assisted extraction unit) ที่ใช้ในการสกัดสาร          

ออกจากเซลล์สาหร่าย (A) Microwave digestion unit (B) Vessel unit (C) Sample extracted  

ผลการทดลองพบว่าสภาวะในการสกัดสารออกจากเซลล์ที่มีประสิทธิภาพสูงที่สุดคือ ใช้เวลาในการ
สกัด 5 นาที ที่ก าลังไฟฟ้า 50 วัตต์ สามารถสกัดแคโรทีนอยด์ทั้งหมดได้ 2.72 มิลลิกรัมต่อกรัมของน้ าหนักแห้ง 
ในขณะทีว่ิธีซอกเล็ทใช้เวลาในการสกัด 60 นาที ได้ผลผลิตสารสกัดแคโรทีนอยด์ทั้งหมด 2.45 มิลลิกรัมต่อกรัม
ของน้ าหนักแห้ง ดังข้อมูลที่แสดงในรูปที่ 4.2 ซึ่งวิธีการสกัดโดยใช้ไมโครเวฟร่วมด้วยนั้นสามารถลดระยะเวลา
ได้มากกว่าการสกัดด้วยวิธีซอกเล็ท 12 เท่า และยังมีประสิทธิภาพในการสกัดแคโรทีนอยด์ออกจากเซลล์ได้สูง
กว่าอีกด้วย ดังนั้นวิธีการสกัดสารแคโรทีนอยด์โดยใช้ไมโครเวฟร่วมนั้นน่าจะสามารถน าไปพัฒนาขั้นตอนการ
ผลิตสารส าคัญ จากจากเซลล์สาหร่ายขนาดเล็กในระดับขยายขนาดในอนาคตได้ 

 

 
รูปที่ 4.2 การสกัดแคโรทีนอยด์ออกจากเซลล์สาหร่ายขนาดเล็กโดยใช้ไมโครเวฟโดยมีระยะเวลาในการสกัด 

เท่ากับ 5, 10, 15, 20 นาท ีและ ก าลังไฟฟ้า 30, 50, 70, 100, 200, 300, 500 และ 750 วัตต์ 



 
 
 
 
 

4.2 องค์ประกอบภายในเซลล์สาหร่ายขนาดเล็ก 
ชีวมวลของสาหร่ายที่ได้จากการเก็บเกี่ยวในระยะ Stationary phase ส่วนหนึ่งจะน ามาศึกษา

องค์ประกอบอาหารต่างๆภายในเซลล์ของสาหร่าย ได้แก่ ความชื้น เถ้า ไขมัน โปรตีน และปริมาณเส้นใย ซึ่งมี

ผลการวิเคราะห์ดังแสดงในตารางที่ 4.1  

 

ตารางท่ี 4.1 องค์ประกอบเบื้องต้นของเซลล์สาหร่ายที่ได้จากการเก็บเก่ียวระยะ Stationary phase 

องค์ประกอบเบื้องต้นของเซลล์สาหร่าย (% gDW) 

ความชื้น (Moisture) 4.79 

เถ้า (Ash) 4.88 

ไขมัน (Fat) 4.11 

โปรตีน (Protein) 25.52 

เส้นไย (Fiber) 4.52 

 

4.3 การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของแคโรทีนอยด์ท่ีกัดได้จากเซลลาหร่ายขนาดเล็ก  
น าตัวอย่างสารสกัดแคโรทีนอยด์ท่ีสกัดได้โดยใช้ไมโครเวฟมาศึกษาลักษณะโครมาโตแกรมเบื้องต้นของ           

แคโรทีนอยด์ด้วยวิธีโครมาโตกราฟีแบบแผ่นบาง (Thin Layer Chromatography: TLC เปรียบเทียบกับสาร

ตัวอย่างมาตรฐาน พบว่าในเบื้องต้นโครมาโตแกรมมีค่าอัตราการเคลื่อนที่ของสารบนตัวดูดซับหรือ Retention 

Factor (Rf) value ในลักษณะใกล้เคียงกับสารมาตรฐาน ดังแสดงในรูปที่ 4.3  

 



 

รูปที่ 4.3 โครมาโตแกรมของแคโรทีนอยด์ที่สกัดได้จากเซลล์แห้งของสาหร่าย SK-QSGMF6 

 

จากนั้นน าตัวอย่างสารสกัดชุดเดียวกันนี้ไปตรวจวิเคราะห์อย่างละเอียดโดยใช้เครื่องโครมาโทกราฟี

ของเหลวสมรรถนะสูง (Agilent HPLC System DAD Detector) คอลัมน์ที่ใช้วิเคราะห์คือ Partisil™ 5 ODS3             

ตัวท าละลายเคลื่อนที่ (mobile phase) คือ acetonitrile:methanol:tetrahydrofuran, 40:55:5 (v/v/v)          

อัตราการไหล  1.0 มิลลิลิตรต่อนาที เพ่ือยืนยันชนิดของแคโรทีนอยด์ที่สกัดได้ จากสาหร่ายไอโซเลท                  

SK-QSGMF6 

จากผลการวิเคราะห์ดังแสดงในรูปที่ 4.4 พบว่าสารสกัดจากสาหร่ายขนาดเล็กไอโซเลท SK-QSGMF6             

มีเบต้าแคโรทีนเป็นแคโรทีนอยด์หลักภายในเซลล์ ซึ่งเมื่อน าสารสกัดจากสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงให้เจริญในระยะ          

log phase คือเซลล์ยังมีสีเขียวไปวิเคราะห์ พบว่ามีปริมาณเบต้าแคโรทีน 0.4 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง 

ในขณะที่สารสกัดจากสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงในระยะ Stationary phase หรือเซลล์มีสีส้มแดงนั้นจะมีปริมาณ

เบต้าแคโรทีน 1.3 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง แสดงให้เห็นว่าสภาวะที่เลือกใช้ในการทดลองในครั้งนี้ นั่นคือ

การเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร Modified Chu 13 ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงแบบออโตโทรฟิค โดยใช้แสงแดด 

มีผลต่อการสร้างสารแคโรทีนอยด์ชนิดเบต้าแคโรทีนได้ซึ่งสูงกว่าในสภาพเซลล์ปกติถึง 3.25 เท่า  

 



 

รูปที่ 4.4 โครมาโตแกรมของแคโรทีนอยด์ที่สกัดได้จากสาหร่าย SK-QSGMF6   

(A) สาหร่ายในระยะ Log phase     (B) สาหร่ายในระยะ Stationary phase    

 

 

 

 

 

4.4 การวิเคราะห์ความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชัน (antioxidant) ของสารสกัดแคโรทีนอยด์ 
  เมื่อน าตัวอย่างสารสกัดแคโรทีนอยด์เดียวกันนี้ไปวิเคราะห์ความสามารถในการเป็นสารต้าน

ออก ซิ เด ชั น  (Antioxidant) โด ย ใช้ วิ ธี  DPPH assay เป็ น วิ ธี ก าร วิ เค ร าะห์ ที่ ใช้  2 ,2 -diphenyl-1 -

picrylhydrazyl เป็น stable radical reagent ในตัวท าละลายเมทานอล เมื่อสารละลาย DPPH ท าปฏิกิริยา

กับสารสกัดที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ สีของสารละลายเดิมมีสีม่วงจะค่อยๆเปลี่ยนเป็นสีเหลือง แล้ววัดค่าการ

ดูดกลืนแสงยูวี ที่ความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ เพ่ือหาความเข้มข้นของ

สารละลายตัวอย่าง เปรียบเทียบกับสารละลาย Trolox (6-hydroxy-2, 5, 7, 8- tetramethylchroman-2-

carboxylic acid) ที่ใช้เป็นสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน ผลการทดลองพบว่าสารสกัดเบต้าแคโรทีนจากเซลล์

สาหร่ายขนาดเล็กไอโซเลท SK-QSGMF6 ในระยะ log phase มีค่าเปอร์เซ็นต์การออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

น้อยกว่า 5.00 miligram eq Trolox /100 g. ในขณะที่สารสกัดจากสาหร่ายในระยะ Stationary phase มี

ค่าเปอร์เซ็นต์การออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเท่ากับ 10.62 miligram eq Trolox /100 g. จากข้อมูลดังกล่าวนี้

ท าให้ทราบว่าการเพาะเลี้ยงสาหร่ายไอโซเลท SK-QSGMF6 แล้วได้เซลล์ที่มีสีส้มแดงของเบต้าแคโรทีนนั้น

สามารถผลิตสารต้านอนุมูลอิสระได้ ซึ่งเป็นข้อมูลส าหรับน าไปพัฒนาต่อยอดผลิตเป็นผลิตภัณฑ์ เพ่ือสุขภาพใน

เชิงพานิชย์ได ้

9 สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ   

สรุปผลการทดลอง 



1. สาหร่ายขนาดเล็กที่ใช้ในการศึกษาในครั้งนี้เป็นสาหร่ายที่ไอโซเลท SK-QSGMF6 ได้จากการคัด

แยกได้จากแหล่งน้ าในพื้นที่ป่าชายเลน สวนสมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติ์ฯ จ. สมุทรสงคราม มีรูปร่าง

กลมสีเขียวทั้งเซลล์ เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวจนเจริญเข้าสู่ระยะ stationary phase หรือ

เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งเซลล์หรือโคโลนีจะมีสีส้มแดงทั่วทั้งเซลล์ ผลจากการท า Sequencing 

พบว่าเป็นสาหร่ายสายพันธุ์ Coelastrella sp., 

2. สภาวะที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตคือเพาะเลี้ยงด้วยอาหารสูตร  Modified Chu 13 และ

เพาะเลี้ยงโดยใช้แสงแดดเพ่ือผลิตสารแคโรทีนอยด์ไว้ภายในเซลล์ โดยพบว่าสาหร่ายมีอัตราการ

เจริญเติบโตใกล้เคียงกับ BG-11 มีจ านวนเซลล์สูงที่สุด 9.00x106 cells ml-1 เมื่อเพาะเลี้ยง             

15 วัน ได้ผลผลิตชีวมวล 2.5 กรัมต่อลิตร   

3. การเพาะเลี้ยงสาหร่ายระบบเปิดในระดับขยายขนาดโดยใช้อาหารสูตร Modified Chu 13 ขนาด 

200 ลิตร ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงแบบออโตโทรฟิคในระบบเปิดนอกห้องปฏิบัติการ 

สาหร่ายมีจ านวนเซลล์สูงที่สุด 1.02x107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 15 วัน ได้

ผลผลิตชีวมวล 3.52 กรัมต่อลิตร) เนื่องจากสาหร่ายชนิดนี้มีเซลล์ขนาดใหญ่ ท าให้มีอัตราการ

ตกตะกอนที่ดี ดังนั้นวิธีการเก็บเกี่ยวเซลล์ที่ง่ายและประหยัดที่สุดคือวิธีการตกตะกอนเซลล์  

4. วิธีการสกัดแคโรทีนอยด์ออกจากเซลล์สาหร่ายโดยใช้ไมโครเวฟร่วมด้วยนั้นพบว่าสภาวะที่มี

ประสิทธิภาพสูงที่สุดคือ ใช้เวลาในการสกัด 5 นาที ที่ก าลังไฟฟ้า 50 วัตต์ สามารถสกัด แคโรที

นอยด์ทั้งหมดได้ 2.72 มิลลิกรัม ต่อกรัมของน้ าหนักแห้ง ในขณะที่วิธีซอกเล็ท ใช้เวลาในการสกัด 

60 นาที ได้ผลผลิตสารสกัดแคโรทีนอยด์ทั้งหมด 2.45 มิลลิกรัมต่อกรัมของน้ าหนักแห้ง ซึ่งนั้น

สามารถลดระยะเวลาได้มากกว่า 12 เท่า และยังมีประสิทธิภาพในการสกัดแคโรทีนอยด์ออกจาก

เซลล์ได้สูงกว่า 

5. สารสกัดจากสาหร่าย Coelastrella sp. มีเบต้าแคโรทีนเป็นแคโรทีนอยด์หลักภายในเซลล์ ใน

ปริมาณ 0.4 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง เมื่อสาหร่ายเจริญในระยะ log phase และ 1.3 

มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง ในระยะ Stationary phase และมีค่าเปอร์เซ็นต์การออกฤทธิ์ต้าน

อนุมูลอิสระเท่ากับ 10.62 miligram eq Trolox /100 g.  

 

ข้อเสนอแนะและการน าไปใช้ประโยชน์ 

โครงการวิจัยนี้ได้ท าการคัดแยกจากแหล่งน้ าธรรมชาติตามรายภาคของประเทศไทยจนได้สายพันธุ์
บริสุทธิ์และได้เทคโนโลยีส าหรับการเพาะเลี้ยงสาหร่ายขนาดเล็กที่เพ่ิมอัตราการผลิตชีวมวลสะสมสารส าคัญไว้
ภายในเซลล์สาหร่ายได้สูง รวมทั้งวิธีการสกัดสารออกจากเซลล์ที่มีประสิทธิภาพในระดับหนึ่งแล้ว สามารถ



น าไปต่อยอดและพัฒนางานวิจัยในด้านการผลิตผลิตภัณฑ์จากสาหร่ายขนาดเล็ก ไม่ว่าจะเป็นการคัดเลือกกลุ่ม
สาหร่ายขนาดเล็กท่ีมีศักยภาพสูงเทียบเท่ากลุ่มพืชอาหารที่สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์แปรรูปที่มี
มูลค่าสูง เช่น ผลิตภัณฑ์อาหารเพื่อสุขภาพและเวชส าอาง บรรจุภัณฑ์ชีวภาพ ตลอดจนพลังงานชีวภาพ ช่วยลด
การน าเข้าวัตถุดิบและเทคโนโลยีที่มีราคาสูงจากต่างประเทศได้ ซึ่งจ าเป็นต้องมีเทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงที่
เหมาะสมในแต่ละสภาพพ้ืนที่ ตลอดจนต้องมีการพัฒนาสายพันธุ์ให้มีการเจริญเติบโตที่ดี รวดเร็ว และมีการ
สะสมสารส าคัญชนิดต่างๆที่ต้องการต่อมวลเซลล์ในระดับที่สูงด้วย 

 
10 การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์    
10.1 งานวิจัยในครั้งนี้ได้น าไปถ่ายทอดและแลกเปลี่ยนองค์ความรู้โดยการน าเสนอผลงานทางวิชาการใน

รูปแบบการบรรยายและโปสเตอร์ในงานประชุมวิชาการนานาชาติ ดังนี้ 

- Prayoon Enmak, Supamas Klinkajorn, Wimonwan Wattanawichit, Komate Satayawut, 
Supreeya Sukhasem and Surmsuk Salakpetch. Astaxanthin production from 
microalgae isolated from mangrove forest in Thailand, 15th International 
Biotechnology Symposium & Exhibition, Daegu Korea, 16-21 Sep 2012. (Oral 
presentation) 

- Prayoon Enmak, Wimonwan Wattanawichit, Supreeya Sukhasem, Teerachart 
Vichitcholchai, Screening and isolation of microalgae and factor influencing of 
pigment production, The 5th International Conference on Algal Biomass, 
Biofuels and Bioproducts, 7-10 June 2015, San Diego, USA. (Poster presentation) 

10.2 งานวิจัยนี้สามารถใช้เป็นแนวทางในการน าไปต่อยอดและพัฒนางานวิจัยในด้านการผลิตผลิตภัณฑ์ 
จากสาหร่ายขนาดเล็ก เพ่ือประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์แปรรูปที่มีมูลค่าสูง เช่น ผลิตภัณฑ์อาหารเพื่อสุขภาพและ
เวชส าอาง บรรจุภัณฑ์ชีวภาพ ตลอดจนพลังงานชีวภาพ ช่วยลดการน าเข้าวัตถุดิบและเทคโนโลยีที่มีราคาสูง
จากต่างประเทศได้  
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